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大腸癌細胞が核 D N A異数僧体を有する こ とほ 周知の 事実であ る . 本研究で ほ , まず癌抑制遺伝子 j挿3 の 異常が 染色体
の 不安定性を来た し, 大腸進行癌の 核 D N A異数倍体をもた らす可能性を検討 した . 続 い て , 染色体 7 , 8 , 10, 17 および18
の 数的異常を蛍光標識固定細胞内 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ (flu or e sc e n c ein situ hybridiz atio n, FIS H) 法で検索 し , さ ら に
P53の 遺伝子座の ある 1 7p お よ び D C C遺伝子座の ある 18q の 異型接合性の 消失(lo ss of heter o zy gosity. L O H) を 検出 し
た . ク53の 点突然変異の 結果 , 合成 される蛋白 は多くの 場合 , そ の 半減期が延長するた め 核内に蓄積 し, 免疫染色で検出可能
とな る . 本研究で は t p53蛋白の 核内異常音横 は60例中32例(53.3 %) に 認め られ , こ れ は抗増殖細胞核抗原(pr olifer ating
c elln u cle ar a ntige n, P C N A) 抗体を用 い て調 べ た細胞 の 増殖活性お よび 画像解析装置で調 べ た核 D N Aの 異数倍体 とそれぞれ
有意の 相関 を示 した (それ ぞれ p< 0.01). 染色体 7 , 8 お よび10の 数的異常は29例中27例 に 見 られ , その 全例が複製数 3 から 7
に 至 るポ リ ソ ミ ー で あ り, 腫瘍問 お よび 腫瘍内の 不 均 一 ｣性が顕著で あ っ た . 18番染色体の モ ノ ソ ミ ー ほ 7例に 認め られ , こ の
うち 1例で ほ17番染色体の モ ノ ソ ミ ー も同時に存在 した . 6例中 3例 の 染色体18モ ノ ソ ミ 一 には 1 8q の L O H が認 め られ ,
βC C遺伝子の 半接合体が強く疑わ れ た . 18番染色体の モ ノ ソ ミ ー は進行大腸癌に比較的高頻度に認められ大腸癌 の 発展お よ
び増殖 ･ 進展を 知 る良好な染色体 マ ー カ ー と な る と結論された .
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C arCln O m a
病理形態学は ｢核 の ク ロ マ チ ン の 増 量｣ や ｢核 の 大小不同｣
とい っ た癌細胞に 共通 した核 の 特徴や l ある種 の 癌細胞に 特徴
的な核の 形態を過去数世紀 にわ た っ て 記載 して きた . また そ の
後1960年代よ り始 ま っ た フ ロ ー サ イ ト メ トリ ー
1) に よ る細 胞核
D N A量 の 測定 や1980年代 よ り導入 され た画像解析抑 の 技術 ほ
核 DN A量や 核の 大き さ∴形態を よ り客観的に 計測す る こ と を
可能に して , 痛 の 悪性度や , 増殖 ･ 進展 , 予後と の 関係 に 関す
る多くの 情報 を提供 して きた .
一 方 , 近年 の 分子生物学の 進歩 ほ , 数 々 の 癌遺伝子 , 癌抑制
遺伝子の 発見 をもたら し , こ れ ら の 癌遺伝子の 増幅や癌抑制遺
伝子の 欠失はも と よ り , こ れ らの 遺伝子 の 点突然変異 をも検出
する こ とを 可能 に した
4)
. しか し こ の 形 態学 と分子生物学 の 接
点に ある細胞遺伝学 にお い て は 一 部 の 造血 器腫瘍に お ける特定




瘍にお ける染色体 の 変化 は い まだ不 明の 点が 多 い . そ の 理 由の
一 つ ほ従来の 染色体分染抜(chr o m o so m eba nda n alysis)に よ る
染色体構造解析で は細胞 を培養 し , 核 分裂中間期に導入す る必
要があ り, 充実性腫疹 で ほ こ の 操作が 困難か つ 煩雑で ある の み
平成 6年12月16日受付 , 平成 7年2月24 日受理
A bbre viation s :A P, a n euPloidy; bp, bas e pair;
な らず , 培養操作自体に よ る カ リ オ タ イ プ (karyoty pe) の変化
も認 め られ た た め で あ るT卜IQ). しか し, ヒ ト染 色体 の セ ン ト ロ
メ ア と その 近傍に ほ a- サ テ ラ イ ト (satelite) 呼ばれる個 々 の 染
色体 に固有な 5 か ら10個の ヌ ク レ チ オ ドの 約 10
4 回に 及ぶ 繰 り
返 し配列がある こ とが 知 られ る ように な り8), こ の セ ン ト ロ メ
ア 特異的 α- サ テ ラ イ ト配列を プ ロ ー ブ に 用 い る固定細胞内 ハ
イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ と免疫蛍光色素法とを 組み 合わ せ た 蛍光
標準固定細胞内 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン (flu or e s ce n c ein situ
hybridiz atio n, FIS H) 法は分裂間期の み な ら ず休止期の 細胞 の
染色体数も計測する こ とを 可能 と した . 現在, こ の FIS H法を
用 い た 研究 ほ緒 に つ い た ばか りで あ り , 充 実 腫瘍 で ほ 膀胱
癌10卜 11), 脳腫瘍12), 大腸癌13), 乳癌14)
～ 16)
, 卵巣癌17)18), 頭 頭部癌19),
胃お よび食道癌2 側 ), 前立 腺癌21)な どに つ い て報告が あるが , ま
だ , 特定の 痛 に おける 固有の 染色体数変化に つ い て 一 致 した 意
見ほ な い .
こ れ まで の ヒ ト癌細胞 にお ける遺伝子異常の 研究に お い て ,
現在最も普遍的 に そ の 異常 の 知 られ て い る 癌抑制遺伝子 j婚3
ほ さ ま ざま な機能を有す る こ とが 報告 さ れ て い るが22)23】, そ の
C D P K, CyClin depende nt protein k inase; DA PI,
diaminophenylindole;FIS H, flu or esce nc ein situ hybridiz atio n; FIT C, flu ores cen c eisothia cyan ate; L O H, loss
Ofhetelozy gosity ;N O N- A P, n O n- a n euploidy ;P C N A, PrOliferating c e11n uclear a ntige n;-PI, PrOPidiurniodide;
S US-A P, S u Spicio u s an euploidy; V N T R, V ariable n u mber ofta nde m repe at
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中で最も注目され る の ほ 細胞増殖 の 監視(che ckpoint) 機能へ の
関与で ある . こ れ ほ D N Aに 損傷 を受けて い る細胞の 核分裂 サ





こ の 機能が 破綻する と D N A異常を有す る細胞 が容易
に 分裂増殖す る た め , 次 々 と他 の 遺伝子異常や染色体異常が
増 幅 さ れ や す い 状 態 (ge n etic in stability
24)
, Chr o m os o m al
in stability
3D))が惹起 され , ひ い て は核異形度の 強い , す なわ ち
核 D N Aの 異数倍体細腰 が出現す る こ とが推察 され る が , まだ
その 詳細 ほ不 明な点 が多 い . 本研究で ほ , 進行大腸癌を対象に
増殖期細胞 の 指標 と し て 増殖細胞核抗原 (prolife rating c ell
nucle ar antige n, PCN A)の 免疫組織化学的染色 と , 画像解析装
置を用 い た核 DN A量測定を行 い , ♪53遺伝子の 異常が細胞増
殖活性 の 増加 を伴 っ て核 D N Aの 異数倍体をもた ら して い る可
能性が な い か を検討 した , 次 に , FIS H法を用 い てタ53遺伝子
の 存在す る17番染色体 の 数的異常 と大腸癌で高頻度 の 異常を指
摘 されて い る痛抑制遺伝子 βC Cの 局在する第18番染色体 , お






2 0)番染色体 の 数異常を FIS H法 で検索 し
た . さ らに サ ザ ン ハ イ プ リ ダイ ゼ シ ョ ゾl)32)お よ び P C R法を 用
い て増幅 した D NA を使 っ て 染 色体 の 異型接合性 (lo s s of
heter ozy go sity, L O H) を み る P C R-L O H法32)34)35) を 用 い て ,
｣縛3 遺伝子 , βC C遺伝子がそれぞれ局在す る第17染色体短腕
(17p)お よ び第18染色体長腕(18q)の 欠失に つ い て 検索 し, 相互




金沢大学 が ん研究所附属病院外科で , 1992年か ら1993年に 切
除 された進行大腸癌60例(パ ラ フ ィ ン 包理 材料24例 , 新鮮 切除
Tablel. Difinito n of D N Aploidy patter n
Ploidy patter n Definitio'n
N O N-AP T he D N Av alu e of ste mlin e
is in side 2C士CV of
r efer e n c e c ells.
S U S- A P T he D N Av alu e of ste mlin e
is in side, i± C Vofr efe re n c e
C ells(i= 4C, 8C, 1 6C)
T he D N Av alu e of ste mlin eis n ot
in side, i土C Vofr efer e n c e c ell
(i= 2 C, 4C, B C, 1 6C)
2 C, D N Aco nte nt of n or m al diploidc ell; C V. c o efficie nt
Of variatiorl.
Table2. Prim ers s ets u s ed in P C R- L O Ha s ays
材料36例)を対象 と した . 新 鮮材料 で は , 手術後直ち に0.1 から
0･8g の 癌 組織 と正 常阻織を 採取 し , 癌細胞浮遊液 の 作製 と
D N Aの 抽 出に用 い た . ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包理 材料か
ら は , Hedley ら
36)ゐ方法忙 よ っ て 単離細胞浮遊液 を調整 した .
すな わ ち , ミ ク ロ ト ー ム に よ り 60叩 1 前後 の 切片を数枚薄切
し, キ シ レ ン に よ る脱 パ ラ フ ィ ン 後 ! ア ル コ ー ル 希釈系列 によ
り親水化 し, 0･5% ペ プ シ ン に よ り 1時間消化 した . 新 鮮材料
ほ ハ サ ミ を 用 い て 細切後 ▲ 0.1% コ ラ ゲ ナ ー ゼ (和光純薬 一 束
京) を加 え た 5 % 牛胎仔血 清 を含 む最小基本培養液(IC N
Biorn edic als, 東京) 中で 1 時間消化 した 後 , 50FLm ナ イ ロ ン
メ ッ シ ュ に て 濾過 し , リ ソ 酸緩衝生理食塩水溶液 で 洗浄を行 っ
た . 細胞浮遊液は カ ル ノ ア 固定液(メ タ ノ ー ル 3 : 酢酸1) 中
で , 冷凍庫内(- 20 ℃) に 保存 した .
Ⅰ . 画像解析装置によ る核D N A量の 測定
痛阻織 と正 常粘膜 よ り作製 した細胞浮遊液 を シ ラ ン 塗装 した
ス ラ イ ドグ ラ ス (D A K O, Glostr ap, De n m ark)上 の 離れた 部位に
それ ぞれ塗探 し , Fe ulge n 染色を 行 っ た . 細胞核 D N A量分布
パ タ ー ン ほ MIM A M E D DN A 画像分析機 (Leitz, W etzlar,
Ger m a ny)2)を用 い , 正常 大腸 上皮細胞核100個を 対照 と して , 癌
細胞200個を 測定 して 決定 した . 細胞核 D N A量分布 パ タ ー ン
の 判定に 際 して ほ 同装置に内蔵の コ ン ピ ュ ー タ ソ フ ト I D ORIS
に よ り表 1の 判断基準で決定 した . す なわ ち細胞内 D N A量に
よ り 非異 数 倍 体 (n o n-a n e uploid, N O N- A P), 疑 異 数倍体
(su spicio u s a n e uploid, S U S- A P), お よ び 異数倍体(a n e uploid,
A P) の 3群 に 分類 した .
Ⅲ . p53蛋白お よびP C N A の免疫染色
FIS H用 お よ び D N A抽出用 の 観織を採取 した 部分に 最も接
近 した部分 の パ ラ フ ィ ン 包理切片を用 い て , p53蛋白に 対する
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体 C M-1(500倍希釈 , No v o c astr a, Ne w c a-
Sle, Engla nd), R S P 53(100 倍希釈, ニ チ レ イ , 東京) お よ び
P C N Aに 対す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 P C-1 0(500倍希釈 ,
D A K O)を 用い た 免疫染色を行 っ た . p53免疫染色と PCNA 免
疫染色に ほ 同 一 ブ ロ ッ ク の 連続切片を用 い , 抗原 の 同定に はス
ト レ プ ト ア ピ ジ ン ･ ビ オ ジ ン ･ ペ ロ キ シ ダ ー ゼ 法 を 用 い
た
38)3ウ)
p53免 疫染色 の 評価 ほ瞭褐色 に 染色 さ れ る 核 を 計測 し ,
20% ～ 50% の 癌 細胞の 核 が 染色 さ れ た 症例 を p53弱陽性,
50% 以上 の 癌細胞 の 核が 染色 され た症例 を p53強陽性 と し, 陽
性核 が20% 以下の 症例ほ p53陰性 と した .
P C N A免疫染色の 評価す る に あた っ て は p53陽性症例で は,
P C N A染色切片上 で p53陽性部分に 一 致 した領域 で500個 の癌
細胞核を数えた . また p53陰性症例 で は P C N A染色切片上
で , 任意 の 3 か所を 選び そ れ ぞれ1 60, 160, 180個 の 癌細胞を数
慧m er 慧碧g 是慧豊岩iz e 諾…m OrPhis血 Prim e r s equ e n c e s
PY N Z22 170- 87 0 V N T R 5
'
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FIS H法に よ る大腸癌の 染色体数的異常 の 研究
えた . 細胞核 に ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン の 明瞭な 発色が見 られ る も
の を標識陽性 と し, 標識率50% 以上 (250個以上 に 陽性)を 示す
症例を PC N A陽性 と した .
Ⅳ . FIS H法 に よ る第 7. 8 , 10, 17 およぴ18番染色体数の
計測
新鮮材料か ら調整 した 癌細胞 お よび 正 常粘膜上皮細胞を シ ラ
ン 塗装ス ライ ド上 に 塗探 したも の を 用 い た . ビオ チ ソ 標識ある
い は ジ ゴ キ シ ゲ ニ ソ 標識 α- セ ン ト ロ メ ア ブ ロ ー ブほ On c or社
(Gaithersburg, US A)よ り購 入 した も の を 用い た . FIS H法は 同
社の 指示 に従 っ て行 っ た
8)
. すなわ ち , 細 胞 を塗探 した ス ラ イ
ドを R Nas eで 1時間処置後 エ タ ノ ー ル で 脱水 した後 , 70 ℃ で
2分間変性 し, 同 じく熱変性 した プ ロ ー ブ と37 ℃ で一 晩で 反応
させた . 反応 した プ ロ ー ブの 検 出に は フ ル オ レ ッ セ ン ス イ ソ テ
ア シ ネ ー ト(flu or es c e n c eis othia cya n ate, FI T C) 標識ス ト レ プ
トア ピ ジ ン (1 00倍希釈 , Ve ctor, Bu rlinga m e, U S A), あるい ほ
ロ ー ダ ミ ソ 標識抗 ジ ゴ シ キ ゲ ニ ン ー ヤギ Fab 分画(10倍希釈,
Bo ehringe rMa n nheim , Ma.n nheim , Ge r m a ny) を 用い , 必要な
場合は ビオ チ ン 化抗 ス ト レ プ ト ア ピ ジ ン ー ヤ ギ 抗体(10 0倍希
釈 , Ve ctor), ロ ー ダ ミ ソ 標識抗 ヤ ギ IgG - ラ バ 抗体(10 0倍希
釈 , C hemic onIntern atio n a,1, Te m ec ula, U S A)を用 い て免疫艶
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織化学的増幅4 0)を行 っ た . また Sauter ら41)の 方法 に 従 っ て第
17染色体を ロ ー ダ ミ ン , 第18染色体 を FIT Cで 二 重標識 を行 っ
た . 核染色ほ プ ロ ビ ジ ウ ムイ オ ダイ ド(pr opidiurniodide, PI),
ある い は ジア ミ ノ フ ェ ニ ー ル イ ン ド ー ル (dia min ophe nylindole,
D A PI) を用い て 行い ▲ 観察ほ落射塑蛍光顕徽鏡(オ リ ン パ ス ,
東京) を使用 した .
Ⅴ
. p53 遺伝子お よびD C C遺伝子のL OIlの 検討
1 . D N Aの 抽出
D N A はフ ェ ノ ー ル ･ ク ロ ロ ホ ル ム 法閲 を用 い て抽出 した .
2 . pY N Z22を用 い た サ ザ ン ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ
タ5 3遺伝子座 の ある 17p13.1 の 近傍1 7p13.3 に 対する多塑的
D N A プロ ー ブ pY N Z2231)32)を使 っ て サ ザ ン ハ イ プ リ ダイ ゼ ー
シ ョ ン を 行 っ た . 10鵬 の ゲ ノ ム D N Aを 40Uの 制 限酵素
Msp I を 用い て 消化 し, 0.8% ア ガ ロ - ス ゲル で電気泳動 した
後, ナ イ ロ ン 膜 へ 転写 し, 型 の 如く プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ
ン
,
ハ イ プ リダ イ ゼ ー シ ョ ソ , 洗浄 を 行い オ ー ト ラ ジ オ グ ラ
フ ィ を施行 した43). pY N Z 22 ほがん 研究財団(東京)を通 じて入
手 し, ラ ン ダ ム プ ラ イ ミ ソ グ法44)を 用い で2P で標識 した .
3 . P C R-L O H法に よる分析
pY N Z22領域 内の 変数く り か え し (v a.riable n u mber of
Fig.1. P hoto micr ogr aphs ofp53(A)a nd P C N A(B)im m u n or e a ctivitiesin s erials e ction s(c a s e23) (×60).
Table3･ Correlatio n
*
betw e e n o v er e xpr es sio n of p53
and D NA ploidy patter nin c olor e ctalc ar cin o m a
P53
0 Ver e xpre ssio n
Nu mber of c as e s
A P & S U S-A P N O N- A P
positiv e 29 3




s e x a ct prob且bility te st, P< 0.01
Table4･ Co rrelatio n* betw een o v ere xpr essio n of p53
a nd P C N A in colo re cta】 c ar cin o m a
p53
Nurnbe r of c a se s
O V e re XPr eS SlO n
p c N A-pOSitiv e
* * P C N A- n egativ e
Po sitiv e 31 1
Negativ e lO 18
* Fisher
'
s e x a ct probability te st, P< 0.01
… P C N A-pO Sitiv e, 1abelinginde x> 5 0%
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tande m repe at, V N T R) 領域
33)
, 18q21.3 にあ る V N T R領
域34), お よ び18q21.3 内の 多塑的(polym orphic)M sp I 部分を
含む M 2領域35〉を , 表 2 に 示 すオ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドプ ラ イ マ ー
を 用 い て , P C R に より増幅 し , 前 2 者は そ の ま ま , 後 者 は
M sp I に よる消化 を行 い2.5% ア ガ ロ ー ス 上 に 電気泳動 した .
Ⅵ . 統計学の 処理法
確率(p) の 検定は フ ィ ッ シ ャ ー の 直接確率計算法 に よ り算出
し
45)
, 危険率 1タ` 未満をも っ て 有意と判定 した .
成 績
Ⅰ . p53蛋白の 過剰発現 と核D N A量
M IA M E D D N A画像解析機 を使 っ た 核 D N A量分布 パ タ ー ン
の 分析 でほ A P, S U S-A P お よび N O N-A Pがそ れ ぞれ24例 , 17
例 , 19例で あ っ た . 2種の抗 p53蛋白抗体を用い た免疫染色 の
結果は ほぼ同様 で , 癌細胞の 核に限局 して 黒褐色 の ジ ア ミ ノ ベ
ン チ ジ ン の 反応が 見 られた (図1 A). p53陽性細胞 の 分布 ほ さ
まざまで , 癌細胞 の ほ とん どすべ てが陽性であるもの や , 陽性
細胞の 胞巣 と陰性細胞 の 胸巣 が モ ザ イ ク 状に 分布するもの や ,
胸巣内に 陽性細胞 が散在す るも の が 認め られた . 正 常粘膜 の上
皮細胞 お よ び 問質 の 細胞 に 陽性細胞は見られ な か っ た . 画像解
析で見た核 D N A量分布 パ タ ー ン の 異常 と, p53蛋白の 陽性率
の 結果を表 3 に 示 した . 両者 の 間 に は 有意 な相関 が見 ら れ た
(p< 0.01).
Ⅰ . p53蚤白の過剰発現 と P C N A陽性率 との 相関
P C N Aに 対す る免疫反応も p53 と同様に核に局在 し て 見ら
れ た (図1 B). 癌細胞以外 で は 腺窟基底部 の 増殖帯 の 細胞 お よ
び 粘膜固有層 の リ ン パ 濾胞 の 胚中心 の 細胞が陽性であ っ た . 正
常粘膜 上皮 の P C N A陽性率 ほ 30.3±7.2 %(平均±標準偏差
n = 60)で あ っ た . 50%を 境と して 陽性 , 陰性に 分ける と , 衰4
に 示 すと お り で ! これ は p53蛋白 の 過剰発現 と有意の 相関を示
した (p<0.01).
Ⅲ . FIS H法 に よ る染色体数の計測
使用 した 5種類 の 染色体プ ロ ー ブ , い ずれ で もそ れ ぞれの セ
ン ト ロ メ ア 領域 は休止期核内に 赤色(ロ ー ダ ミ ン 標 識) ある い
Table5･ C hr o m o s o mal c op y n u mber s determin ed by FIS Ha n alysis, D N A ploidy and
im m u n orea cti vite sto p53 a nd P C N Aof 31c olore ctalade n o c ar cin o m a
C bro 皿 0 5 0 m e
Cas e n u rnber






















































































































































































































a)P】oidy pattern s: A, a neuPloid; S A, Su SPicio u s a n e uploid; N, nOn - a n e uPlojd.
b)p53 im m u n o re a ctivity: ≠ positiv e c ells≧50 %; +. 20 %≦positiv e c ells< 50鱒; - , PO Sitiv e
C eils< 20 %.
C)P C N A 血m u n ore a ctivityニ + , PO Sitiv e c ells≧50 %; - . POSitive c ells< 50 %.
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Fig. 3.
28
は線色(FI T C標識)の 明瞭 な シ グナ ル と して認め られ た . 正 常
粘膜上皮細胞 お よ び リ ン パ 球細胞を用い た細胞 1個あた り の シ
ソ グ ナ ル の 平均値 ほ , 0個 0.7±1.5タ` , 1個 11.9 士24. %, 2個
89･4 ±6･8 %, 3個 1.3 士1.5 %, 4個 が 0.1 土0.2 % であり 5個以
上 ほ認め られ なか っ た . 本研究で は 癌細胞 で45% 以上 の 細胞 に
シ グ ナ ル の 減少 が見 られた 場合を有意の 減少 とみ な し, モ ノ ソ
ミ ー の ク ロ ー ン が存在す る と判断 し, 10% 以上 の 細胞 に シ グ ナ
ル の 増加が 認め られ た 場合 を有意 の 増加 と し ポ リ ソ ミ ー の ク
Ca$e 7 C8 $ ¢8 Ca $ e9 Cas el O

















Fig･ 4･ Repr es e ntativ e c a s es of L O Hat 1 7p13.3 0 n C OIo n
C ar Cino m a sdetected by So uthe n blot hybridiz atio n with
pY N Z 22(A) and electrophor e si of P C Rqpr odu ct of highly
polym orphic V N T Rs egm ent pY N Z 22(B). (A) A
SpeCtru m Of thelpOlym orphic M S PI-r eStrictio n fr agm e nts
r a nglng fr o mO･5 to l･4 kbp is sho w nin a uto ra,diogr aph.
In c a s e s7 a nd 8 L O H is fo u nd. In c a s e9 L O H is n ot
fo u nd a nd c a s el O is u ninforrn ativ e. (B) Tw o bands
betw e e n170bp a nd 870bp a refo u nd innorm altis su es. In
Ca S e23the large r ba nd is lo st in c a n c ertiss u e. M ,
Qf x1 74/Ha e Ⅲ m arker fragm ents; C, Ca r Cin o m a; N,
n or m altiss u e.
ロ
ー ン が あ りと判断 した ･ 結 果 は表 5 に 示す如く で ある . 第
7 , 8 , 10染 色体 の 数的異常ほす べ て ポ リ ソ ミ ー で , ト リ ソ
ミ ー か ら へ ク サ ソ ミ ー (he x a s o my) まで に 及ん で お り , か つ 腫
瘍間で の 差異 が大きく , ま た 同 一 腫瘍 内で の 不 均 一 性も原著で
あ っ た (図2 A, B)･ 染色体17の モ ノ ソ ミ ー は 1 例(症例7), 染
色体18の モ ノ ソ ミ ー は 6例 (症例3 , 7 , 9 , 1 2, 1 6 および
30)に つ い て 観察 され た ( 図2 C). 染色体17, 18 に対する プ ロ _
ブ を便 ? て 二 重標識を行 っ た結 乳 症例 3 , 7 , 9 , 12, 16お
よ び30 で ほ同 一 核 内に18番染色体 の シ グ ナ ル 1個 と1 7染色体の
Table6. L O Hof p53 ge n e a nd D C Cge n e
p53polym orphic site s D C Cpolym orphic sites
Cas e
number VN T RA)



























































































































































































a) V N T Rpolym o rphis m w a sdete cted by Souther n
hybridiz atio n u sing pY N Z 22(A)and P C R-L O H(B).
b)c) Both V N T Ra nd M 2polym orphis m w er edete cted
by P C R-L O H.
A b breviatio n s :He. heter oge n o u s; L O H. lo s s of heteroz
･
y gosity; U, u ninfor m ativ e; Ho (c), ho m oge n eo usly c ut;
*
, C aS ewith chr o m o so m e1 8m o n o s o myin FIS H;N. n ot
te st.
Fig･2･ Ex a mples of FIS Ho n n u cle ar s m e ar s of c lo n c a n c e r u sing c e ntr o m er e- Spe Cific probe s. T he pr obe s w e redetected by
FIT Ca nd n u clei w ere c o u nterstain ed by propidiu miodide･ (×600)･ (A)Fo u r c a n c er n u cle u swith 4sign als a nd a lympho cytic
n u cle u swith 2sign als ar e sho w n･ (B)Ca se･1 7sho w s a clo n e of ca n c er c eus with thr ee c entr o m eric c opie s of chr o mo so m e8･
(C)FIS Hofthe cho m o s o m e1 7 in c a se7 dem on str ate s a clo n e of c a n c er c ells with single c e ntr o m eric cop yof chr om os orn e17･
Fig･ 3･ Tw o c ol ur-FIS Hof chro m o so rn e17(rhodamine dete ctio n, r ed sign als) a nd chr o m o s o m e1 8(FI T C dete ctio n, green
Si邑nals)･ Nu clei w er e c o u nter stain ed with D A PI･ Dete ctio n of tw o red spots a nd on egr e e n･sign al in single n u clei indicatesthe
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シ グ ナ ル 2個を示 す細胞集団が確認 され た ( 図3).
Ⅳ . 1 7番染色体短腕の欠失
pY NZ 22を用 い た サ ザ ン ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法の 検索を
行 っ た29例中26例(89.7 %) で , 正 常粘膜 D N Aに500 から1700塩
基対(ba s epair s,bp)の 間に 2本の バ ン ドが見 られ , 異種接合性
が認め られ た . 痛 D N A でこ の う ち 一 方 の バ ン ドの 明 らか な減
弱, 消失の 認 め られ た もの1 2例(46.2 %) を L O H陽性と した .
代表的な症例 を図 4 A に 示 した . P C R-L O H で は29例 の う ち23
例が 異種接合性 , すな わ ち 1 70bp か ら 870bp の 間に 2本 の バ
ン ドが み られ , そ の うち 4例 , 17.4% に L O H が認め られ た .
代表的な症例を 図 4 Bに 示 した . サ ザ ン ハ イ プリ ダ イ ゼ ー シ ョ
ソ 法お よ び P C R-L O H法 に よ る1 7p の L O Hの 結果 ほ表 6に 示
Cas e3 Ca se7 Cas89 Ca sell Ca s e16
M C N C N C N C N C N
CaI3 e22 Ca se2 3 Ca s e26
C N C N C N
Fig･ 5L P C R- L O H of D C Cge n e in c olo n c ar cin om a s.
Repre s entiv e c as e s of L O Hat V N T R(A) and M 2(B) are
Sho w n･ (A) spectrum of allelesfro m 150to 210 bp is
gen er ated by P C R･ In c as e s3, 7 a nd 9str o ng auelic
imbaIa n c eis s e e ni c ar cino ma sbut n otin n or m altis s u e s.
Ca seslla nd 16ar e u niform ativ e. (B) Am plific atio n of
the M S P I R F L Psite whithin D C Cge ne produ c ed a
S egm ent 396 bp lo ng ;Cle a v age r e s ults in fragm e nts 257
and 1 39bp lo ng･ In c as e122 hete ro zygo sityis n otlostin
Ca n c ertiss u e･ In c a s e2 6cle a v ed (257+139 bp) a11eles
fou nd in n or m altis su e s ar elostin c arcin o m a,, thu sL O His
positiv e. Cas e23 is u nifor m ativ e be c a u seD N As ar e
hom oge n o u sly c ut by Msp I. C, C arCin o m a; N. n o r m a:1
tis s u e.
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す と う りで ある が , P C R-L O H で ほサ ザ ン ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 法で検出で きる対立遺伝子 の 変化の 一 部の み を 検出でき
る こ と を 示 してい る .
Ⅴ . 18番染色体長腕 の欠失
正常組織 の D N Aを用 い た V N T R領域の 増幅で は29例中1 7
例(58･6 %)で 150bp と 210bp の 間に 2 つ の バ ン ドが見 られ ,
異種接合体と考え られ , こ の17例中 → 方の バ ン ドが 癌 D NA で
著 しく減弱 して い る1 1例(64.7%) を L O H陽性 と し た (図
5A). M 2部分の 増幅 で ほ29例全例で癌部, 非癌部 D N A から
396bp の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドが 合成 され た . Mspl 消化 に よ っ
て 正 常 D N Aに 396bp の バ ン ドに 加え て257 と 139bp に 切断さ
れ た バ ン ドの 確認できた1 0例 を 異種接合体と し, そ の う ち 癌
D N Aで 257bp の 396bp の バ ン ドの 消 失 し て い た 3例 を
L O H陽性と した (図5B). 癌 D N A で 396bp バ ッ ドの 消失 した
もの は 認めな か っ た . V N T R, M 2の 両者ある い は 一 方に異種接
合性 の 見 られ た1 9例中 , L O Hの み ら れ た1 3例(68.4 %) を
18q21.3 の 欠失と した (表6).
考 察
癌抑制遺伝子 ♪53 ほ様 々 な癌 で 高頻度に ミ ス セ ン ス 突然変
異が起 こ る こ とが 知 られ て お り, そ の 結果合成さ れ る p53蛋白
ほ多く の 場合, そ の 半減期が延長するた め 核内に 蓄墳 し , 免疫
染色 で 検出可能 とな る46)47). 本研究 で ほ こ の 事実を 利用 して , パ
ラ フ ィ ン 旬理切片 で も p53蛋白の 検出可能である抗体 CM-1 お
よ び RS P 53を用い て p53蛋白の 核内蓄横を免疫組織化学的に
調べ た結果, p53蛋白陽性例ほ32例 , 53.3%に 見られた . こ の
結果 を M IM A M E D D NA 画像解析磯を用 い た 核 D N A量の 測
定結果 と比較す る p53核内蓄積陽性群 で ほ 陰性群に 比 し て
A P お よび S U S- A Pの 症例が 有意 に多か っ た (p<0.001). さ ら
に p53の 核 内異常蓄積と50% 以上 の P C N A標識率と は 有意差
をも っ て (p<0.01)正 の 相関を示 した . す なわ ち本研究 の 成績
は 間接的で は あ る が , ♪53の 点 突然変異 が , 染 色 体 不 安定
(chr o m os o m al in stability) を伴 っ て 核 D N A異常を も た らすと
い う仮説を強く支持するもの で あろう . 同様の 所見は 他の 研究
者 に よ っ て , 肝癌48), 神経膠細胸腰49)お よび 肺癌 抑 に つ い て 報告
され てい る . P C N A は D N A ポ リメ ラ ー ゼ 0･ の 補酵素で あり細
胞増殖 サ イ ク ル に 従 っ て 増減す る こ と が わ か っ て お り , 抗
P C N A抗体を用 い た免疫染色で ほ Gl-S期の 細胞核が強く染色
され , 休止期の 細胞核 ほ陰性と な る . こ の た め P C N A は3廿 チ
ミ ジ ン , プ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン (bro m odeo xy uridin e).
Ki-67ある い ほ D N A ポ リメ ラ ー ゼ α と 同様の 増殖細胞 の マ ー
カ ー の 一 つ と して 用い られ て きた39)48卜 5 0). しか し , 最近細胞増
殖の メ カ ニ ズ ム が 明 らか に さ れ に つ れ て , P C N Aが 細胞増殖に
よ り直接的 に 関係 して い る こ と がわ か っ て きた51). 細胞増殖 サ
イ ク ル の 各段階ほ数種 の サ イ ク リ ン 依存性蛋白 リ ン 酸化酵素
(cyclin depe ndentpr otein kin a s e, C D P K) に よ っ て 制御 され て
い る が , Waga ら
52)に よ っ て発見 され た C D P Kに 対す る抑制国
子 の 一 つ p21 ほ, j咋3 に よ っ て 発 現誘導 を 受 け て お り ,
P C N A と直線結合す る事に よ り細胞増殖 を抑制す る こ と が 明
らか に な っ て きた . Dulic ら53)ほ 培養細胞 を用い た 実験 で 野性
塑の 卵3 を有す る細胞 を γ線照射 して D N A損傷 を起 こ す と
p21 が合成 され , D N Aの 複製が 抑制 され るが , 変異型 P53を
有する細胞を r 線照射 して も, こ の 抑制 が効か な い こ と を 証明
して い る .
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次に 核 D N A量 の 異常と染色体 の 数的異常の 関係 に つ い て 検
討 した . D N A画像解析 でほ N O N- A Pと判断 された症例 が11例
あ っ た が , FIS H法 に よ る染色体分析で ほ10症例で , 検 索 した
5種類の 染色体の うち 少なく とも 一 種類 の 染色体に つ い て 数的
変化 が認められた . 従 っ て , FIS H法 に よ る染色体分析 ほ画像
解析 と比 べ て癌細胞 の 核の 異常 を知 る た め の よ り鋭敏な検査法
と言えよう . 画像解析が核 D N Aの 総量 を計測 して い る の に 対
し, 実際に ほ 染色体 の増加も減少も起 こ っ て い る こ と , また ,
染色体1個 の D N A量は 総ゲ ノ ム の 趣く 一 部に しかすぎな い .
例えば第22番染色体 1個 の D N A量 は 総 ゲ ノ ム の 0 .68% で あ
る
Ⅰ2)54) こ とを 考えれ ば , こ の こ と ほ容易 に理解が で き る .
大勝痛に お ける染色体 の 解析ほ染色体分染法 で もす で に 行 わ
れ て お り
55 ト印
, M uleris ら
弼 は大 腸癌11例 に つ い て 検討し , 全例
で17染色体の 短腕が傍 セ ン ト ロ メ ア 領域 よ り切断 され 転位を起
こ して い る こ と , また10例で18番染色体 の 転位を伴わ な い 相対
的欠失が あ っ た こ とを 報告 して い る . 一 方抽出 した D N A を用
い た サ ザ ン ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 法や P C R-L O H法 で は ,
少53 遺伝子 の あ る 1 7p4)l嘲
～ 62)
, お よ び βC C遺伝子 の あ る
18q
▲)5畔桝4)が 大腸痛で高頻度 に欠失 して い る こ と が わ か っ て い
る . 本研究 で も ほぼ諸家 の 報告 に 一 致 して , 17p の L OH ほ
51.7%, 18q の L O H は63.2% に見られた . 今 回の FIS H法に
よ る染色体 の 検索 で ほ個 々 の 腫瘍の 間, ある い は 同 一 腫瘍内で
の染色体数 の 変化 の 多様性 が大きか っ た が , 染色体 7 , 8 お よ
び10 に見られ た変化 はす べ て ポ リ ソ ミ ー で あ っ た . 在 日す べ き
こ と ば18染色体 の モ ノ ソ ミ ー が 7例見られた こ と で あり , そ の
うち 1例は1 7染色体 の モ ノ ソ ミ ー を 伴 っ て い た . FIS H法 で は
プ ロ ー ブの 核内 へ の 浸透の 不 良, 細胞核調整の 過程 で の D N A
の 欠 軋 核 D N Aの変性 の 不 良が 原因 で , シ グナ ル 数 の 減 少が
見 られ る こ とが 報告 されて い る
13)9)18)
. しか し本研究 で は モ ノ ソ
ミ ー と判定 した 7症例で は 1例を除い て 二 重標識 に よ り同 一 核
に18染色体 の ダ イ ソ ミ
'
- が 認め られた の で , こ れらの 手技上 の
原困に よ る ア ー チ フ ァ ク ー の 可能性は考えられな い . セ ン ト ロ
メ ア 領域 の モ ノ ソ ミ ー ほ必ず しも短長腕を含 めた 染色体全体 の
モ ノ ソ ミ ー を意味 しない 卿 冊 )とされ て い るが , 今回認め られ た
染色体18モ ノ ソ ミ ー の 7例 の う ち P C R-L O H で異種接合体 で
あ っ た 4例中 3例 で 18q21.3 の L O Hが認め られ , 少 なく とも
こ れ らの 3症例 で は18染色体長腕 の 欠失を伴 っ て い る こ と を示
して い る . こ の こ と は FISH 法 で見た 染色体18の モ ノ ソ ミ ー が
18q21.3 上の 遺伝子 βC Cの 半接合体を間接的に知 る手段とな
り うる こ とを 示 して い る . セ ソ ト ロ メ ア 特異性プ ロ ー ブを 用い
た FIS H
.
法 で ほ サ ザ ン･ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ソ 法 や P C R-
L OIl法 と異な り個 々 の 細胞単位の 染色体変化を知 る こ と が で
き , ま た魁織切片 へ の 応用が 可能である . 最近 M icale ら65) は
α- セ ン ト ロ メ ア 特異性 プ ロ ー ブを 使 っ た FIS H法を 乳癌組織 に
応用 し , 癌とそ の 近傍 の 乳管上皮の 過形成を 示 す領域 に 共通 に
染色体16, 17, 18の モ ノ ソ ミ ー が , ま た浸潤痛とそ の 近傍わ非
浸潤痛に共通 に 1番染色体の ポ リ ソ ミ ー が頻繁に見られ る こ と
よ り , こ れらの染色体異常 がそれぞれ乳癌の発痛 , ある い は乳
痛の 増殖 ･ 進展を知 るよ い 標識 にな る と して い る . 今回の 研究
で ほ染色体18の モ ノ ソ ミ ー が大腸癌の 発病, 増殖 ･ 進展 の解明
に有用な マ ー カ ー に な る可能性 が高 い こ とが示酸された .
結 論
大腸癌細胞核の 異常を細胞形態学的手法(画像分析に よ る 核
D N A量 の 測定), 細 胞遺伝学的手法(FIS H法 に よ る染色体数の
増減) お よ び 分子生物学的手法 (p53蛋白の 異常核内蓄積 ,
PCN A標識率 , P5 3遺伝子と D C C遺伝子座の 欠失)を使 っ て
解析を 試み , 以下め結果を待た .
1 . p53蛋 白 の 異常核 内事績 と , P C N A標識率 お よ び 核
D N Aの 異数倍体 , 疑異数倍体 と ほ い ずれも有意の 正 の 相関が
認め られ(p< 0.01),タ5 3の 突然変異が染色体の 不安定性 を惹起
して き 核異常を 増幅 し て い る可 能性が示唆 され た .
2 . 染色体数 の 変化 は腫瘍間 の 差異お よび 同 一 腫瘍内で の 不
均 一 性 が高 っ た . 染色体 7 , 8 , 10 に みられた数的異常はすべ
て 染色体数 の 増加 であ っ た . 一 方染 色体1 8 に は比較的高頻度
(2 4%) に モ ノ ソ ミ ー が 認め られた .
3 . が3 遺伝子座の ある 1 7p お よび βC C遺伝子座 の ある
18q の L O H はそ れ ぞれ51.7% , 63.2%に 見 られ た .
4 . 染色体18の モ ノ ソ ミ ー が認 め られた 7例中4例 に 18q の
欠失が 認め られ , こ れ らの 症例で は , βC C遺伝子 の 半接合体が
存在す る可能性が高か っ た .
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Abstra (:t
A bno rm altotalnu cle ar C Onte ntOfD N A(an euPloidy)as n oticed in histologic al observ atio nis a w e11 know n丘ndingin
C Olorectalc arcin o m as･ In this study, 血stthe hypothesisthataberration oftu m or suppresserge nep53indu ce s chro moso m al
instability andc ons equ e ntly produce nu cle ar aneuploidy ofc olo n can cer w as chalengeda nd thenthe D N Aan euPloidy w as
analyzed inthe vie wpolnt Ofchrom oso m al nu m eric al changes uslng Chro m os o m e- SpCific probesby fluo r e sc enc ein situ
hyb ri diza ton (FISH)･ Further m orethe res ults w ere c o mpar ed wi th theloss of heter ozygosity ofchrom o s o m e1 7p1 3.3 and
18q2 1･3･ Itis know n thatpoint m utatio ns of the tum or suppre s s ergenep53 res ultin thefb rm atio n of abn o m al m utant
PrOtein withaprolonged half-tim e･ Using antibodies againstp53protein(R S P53 andC M-1), O V e r e XpreSSion ofp53protein
Ca nbe detected in 5 3･3 %(32/60)of adv anced c olorectalc arcino m a･ T he p53 0V ere XPre SSio n w as signi五c antly c orrelated
bothwi th highproliferatingactivitydete mined byim mu nohist∝hemic alpr oliftraingce11nuclear antige n staining(P<0.01),
andwi tha neup10idy m eas ured witha combined micro s c ope and T V im age analysis syste m(P<0.01). Fo rthe nu merical
Chrom o s o m e a n alysis, FIS Hw asperfor m ed uslng Chro m o s o m e s7, 8, 10, 1 7a nd18-SpeCi nc ce ntro m eric α S atellite rep at
D N Aprobes o n31c as es of n uclear s m earsfre hly prepared ffom su rglCalspecim e ns･ Al the nu m ericalaberratio ns of
Chro m o s o m e s7, 8 and l Ow erepolysomy withcop yn u mbers r anglng3 to 6, andinter- and intra-tu m Oral heterogen eities
W erem arked. On e c ase showed m o n oso my ofchrom os o m e1 7a nd 18, and6 c as es had m ono s omies ofchro m o s o m e1 8.
Ass ociated deletion of 1 7p and 18q couldbe detected in the chro m os o m e17m on os o my, and in3 0fthe chrom os o m e18
mo no s omiesrespectiv ely byloss of heter o zygoslty Of 1 7p13･3 and 1 8q2 1･3･ Itis sug gestedthatthe relativelyfrequent
Chro m o s o me 18 m ono s omy m ay be a usefu l FISH m arkerin st udying tu m orlgeneSis and canc er progr es sion ofcolo rec tal
CarClnO m a S.
